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ВЛИЯНИЕ ДМСО НА ЖИЗНЕСПОСОБНОСТЬ 
ЗАРОДЫШЕИ МУТАНТНЫХ МЫШЕИ 
КТГ\У В УСЛОВИЯХ [ХМ УГТВО И ПОСЛЕ 


КРИОКОНСЕРВАЦИИ 


Мутация Роттап{ зройше (КИ\) наи- 
более полно изучена на мышах, для кото- 
рых известно более 70 ее аллелей. Боль- 
шинство аллелей приводят к гибели гомо- 
зиготных особей. Гетерозиготные живот- 
ные жизнеспособны, но у них изменена ок- 
раска шерсти, нарушены кроветворение и 
гаметогенез [1]. Фенотипические проявле- 
ния мутации КИ" у мышей связаны с нару- 
шениями строения гена с-Кй, расположен- 
ного в 5 хромосоме и кодирующего рецеп- 
торную тирозинкиназу [2, 3]. 

Одним из аллелей мутации КИУявля- 
ется аллель КИ\*, обнаруженный у мы- 
шей линии С57ВГ./6 ТУ [4]. Изучение КИ\У 
в гаметогенезе и в эмбриогенезе выявило 
частичный блок сперматогенеза на стадии 
диплотены, негативное влияние на диффе- 
ренцировку мужских половых клеток, уве- 
личение гибели яйцеклеток и эмбрионов 
на ранних стадиях развития [5]. Нарушения 
фертильности у мышей, несущих мутацию 
КИ\\*, делает их удобными моделями как 
для изучения механизмов регуляции внут- 
риклеточных сигнальных процессов с ис- 
пользованием тирозинкиназных рецепто- 


ров, так и для изучения молекулярной ге- 
нетики, биологии развития и репродукции 
млекопитающих [6]. Все это свидетельс- 
твует о необходимости сохранения гете- 
розиготных мышей КИ\У для современ- 
ных медико-биологических исследований, 
в том числе путем консервации их зароды- 
шей в генетических криобанках при темпе- 
ратуре жидкого азота. 

Процедура криоконсервации предус- 
матривает работу с изолированными заро- 
дышами, а также использование специаль- 
ных сред и криозащитных агентов, необхо- 
димых для поддержания сохранности объ- 
ектов в жидком азоте и на этапе восста- 
новления после размораживания. Целью 
наших исследований была оценка выжива- 
емости мутантных зародышей мыши пос- 
ле криоконсервации и при действии крио- 
протектора ДМСО. Культивирование и за- 
мораживание в жидком азоте проводили в 
стандартных условиях [7 8]. 

В первой серии опытов было показано, 
что 2-клеточные зародыши, полученные 
от скрещивания гетерозиготных мышей 
В6б +/Ки\ У имеют более низкий потенциал 


Таблица 1 
Выживаемость 2-клеточных зародышей линии В6 с диким или 
мутантным геном КИ\\ после криоконсервации 
Вб +/+ Вб +/Ки\ У 
Характеристики 
т уйто -196° С т уйто -196° С 

Количество зародышей 67 64 90 41 

% развившихся до ста- 673* 60,9** 38.8* 45.4% 

дии бластоцисты 
Примечание. В качестве криопротектора использовали 10% ДМСО (51а). 
* ,** - различия между двумя группами сравнения достоверны (Р<0,01) 
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Влияние ДМСО на выживаемость 2-кле 


Таблица 2 
точных зародышей мыши линии \\" В с 


диким и мутантным геном КИ “5 в условиях культивирования 1 уйто 


УК +/+ 


У/В +/Ки * 


Характеристики: 
. В МСВ 


1% ДмМСО МСВ 1% ДмМСО 


Количество зародышей 74 


12 38 24 


% развившихся бластоцист 64,9 


75,0 73,7% 58,3* 


Примечание. МСВ -— модифицированная среда Виттена (7). * - достоверные различия (Р<0,01) 


развития до стадии бластоцисты, по срав- 
нению с зародышами дикого типа Вб +/+ 
(табл. 1). Если присутствие аллеля КИ“ в 
геноме мышей В6 снижает выживаемость 
мутантных зародышей т уйто, следует 
ожидать, что после замораживания-отта- 
ивания сохранится лишь незначительная 
часть жизнеспособных зародышей с таким 
генотипом. Как показали наши исследова- 
ния, их доля не превышает 45,4% (табл. 1). 
Следует иметь в виду, что среди этих жиз- 
неспособных зародышей не все несут му- 
тантный ген +/ КИ*У на генотипе В6. 
Известно, что фенотипические прояв- 
ления многих мутаций зависят от основно- 
го генотипа особи [9, 10]. Поэтому во вто- 
рой серии экспериментов мы исследовали 
мутацию КИ\”У на генотипе мышей линии 
У/БВ, полученных от скрещивания самок ли- 
нии 129/ВеУ с самцами линии В6, гетерози- 
готными по мутантному гену КИ\У (НИЛ 
биомоделей РАМН, Светлые Горы). Линия 
129 характеризуется склонностью к образо- 
ванию тератом семенника и высокой радио- 
резистентностью [11]. Из бластоцист мы- 
шей 129 линии выделяют стабильные линии 
эмбриональных стволовых клеток [12]. 
Было показано, что 2-клеточные заро- 
дыши мышей У\"Б, несущие дикий и мутан- 
тный ген КИ\\», развиваются в культуре до 
стадии бластоцист примерно с одинаковой 
эффективностью (табл. 2), что свидетель- 
ствует об отсутствии отрицательного вли- 


яния аллеля КИ\У в генотипе \\Ё на ран- 
нее развитие. Можно предположить, что в 
условиях т уйто относительное содержа- 
ние мутантных зародышей, полученных от 
скрещивания гетерозиготных мышей \В 
+/ КИ\\У, будет выше, чем от скрещивания 
мышей линии В6б +/КИМ\У, и, следовательно, 
для сохранения мутации КИ*У мыши ли- 
нии У/К будут более перспективными. 

Мы оценили влияние криопротектора 
ДМСО на морфофункциональные харак- 
теристики мутантных зародышей линии 
\/Б. ДМСО использовали в концентрации 
1 %, что на порядок ниже, чем при крио- 
консервации (табл. 2). 

Оказалось, что даже при такой низкой 
концентрации ДМСО подавляет развитие 
2-клеточных зародышей с генотипом \/В. 
+/КИУУ за счет нарушений на этапе ком- 
пактизации и формирования бластоцисты. 
Зародыши, несущие ген +/КИ\ У развива- 
лись в основном до стадии 8-16 бластоме- 
ров (рис., а, 6). 

Наши данные показывают, что с-КИ ре- 
цепторы, через которые осуществляется 
сигнальная регуляция раннего морфоге- 
неза у млекопитающих, не повреждаются 
в присутствии ДМСО. Очевидно, эти ре- 
цепторы принимают участие в реализации 
криозащитных механизмов ДМСО, и нару- 
шение их строения у мутантных зароды- 
шей может негативно влиять на жизнеспо- 
собность после криоконсервации. 


Рисунок. Морфология зародышей мыши через 72 ч культивирования 1 уйго в среде с 1% криопро- 
тектора ДМСО: а) генотип УУВ +/+, 0) УВ +/КИ\У 
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ЗАМОРАЖИВАНИЕ ЭМБРИОНОВ КРУПНОГО 
РОГАТОГО СКОТА ПОЛУЧЕННЫХ 1Х УТКО 


Экстракорпоральное получение заро- 
дышей крупного рогатого скота является 
хорошо отработанной и рутинной техно- 
логией, широкое распространение и ком- 
мерческое использование которой во мно- 
гом зависело от отработки методов замо- 
раживания. Если кратковременное хра- 
нение при плюсовых температурах толь- 
ко расширяет возможности манипуляций 
с эмбрионами, то длительное хранение в 
замороженном состоянии открывает воз- 
можность их транспортировки в любую 
точку земного шара, исключает необходи- 
мость содержания дополнительного коли- 
чества реципиентов и позволяет создавать 
банк генетического материала высокоцен- 
ных животных и исчезающих пород круп- 
ного рогатого скота. 

В настоящее время в мире получено 
многотысячное поголовье здоровых и пол- 
ноценных телят полученных после пере- 
садки заморожено-оттаянных эмбрионов 


развившихся ш уго. Однако хорошо извес- 
тен и тот факт, что чувствительность дан- 
ных эмбрионов к процедуре охлаждения 
выше, а норма результативных пересадок 
ниже (в среднем на 10-15%), чем у ш \уо 
аналогов. Существует достаточное коли- 
чество литературы показывающей о нали- 
чии морфологических [1], ультраструктур- 
ных [2], метаболических [3] и биохимичес- 
ких [4] различий между этими двумя вида- 
ми эмбрионов. Например, определено, что 
в заморожено-оттаянных эмбрионах круп- 
ного рогатого скота, полученных в резуль- 
тате комплексной процедуры 1 УЙго, отме- 
чается пониженная метаболическая актив- 
ность эмбриональных клеток, уменьшение 
диаметра внутриклеточной массы и уровня 
компактизации [5, 6, 7]. Особенностью та- 
ких эмбрионов является и то, что на стадии 
морулы они проявляют повышенную чувс- 
твительность к замораживанию, приводя- 
щей к снижению выживаемости после про- 
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